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@ Proc6d6 dMncorporation d'un ou plusleurs principes actHs llpophlles dans des llpoprot^lnes, Dpoprotdlnes obtenues et 
composition pharmaceutique les contenanL 

(S) L'invention conceme un proc^dd d'incorporation d'un ou 
pfusieurs principes actifs llpophlles dans des llpoprot6ines. 

Selon l'invention, ce proc6d6 comporte tes 6tapes sutvantes 
:(a) les lipcprotdlnes sont mises en presence d'un detergent ; 
(b) te melange obtenu est mis en pr6sence d'un princIpe acttf k 
Incorporer : (c) le detergent est dliminer. 

LMnvention conceme dgalement les lipoprot6ines dans 
lesquelles ont M incorpor^s un ou plusieurs principes actifs 
par ledit proc6d6 et des compositions pharmaceutiques dans 
lesquelles ledtt principe actif a 6t6 incorpord par le proc6d6. 
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Description 

PROCEDE DMNCORPORATiON D'UN OU PLUSIEURS PRINCIPES ACTIFS UPOPHiLES DANS PES 
UPOPROTEINES, UPQPROTEINES QBTENUES ET COMPOSITION PHARMACEUTIQUE LES CONTENANT. 

pr§sente invention conceme des compositions pharmaceutiques comportant des lipoprot6ines, 
5 destinees k vehiculer un ou plusieurs principes actlfs liposolubles a t'lntgrieur de cellules malades ainsi que le 
proc6d6 peimettant d'obtenir de telles compositions. 

Ces compositions sont destinees au traitement de nombreuses affections, et, par exemple, au traitement 
des affections parasitaires, fongiques ou bact^riennes. 
Le trartement de telles affections est, en effet generalement rendu difficile par la localisation intracellulaire 
10 de Tagent infectieux et par I'importante toxicite des agents tiierapeutiques disponibles. 

La leishimaniose. par exemple, est caus6e par des protozoaires. les leislimania, qui parasitent les cellules du 
systeme reticulo-endoth6lial. Selon Alvring (1). plus de 12 millions de personnes en sont atteintes. II existe des 
composes efficaces centre cette pathologie. mais leur emploi est malheureusement limits par I'importance de 
leur toxicite. 

15 Ce probleme thirapeutlque conceme toutes les infections intra-cellulaires du systdme r6ticulo-endoth§lial, 
qu'elles sclent d'oiigine parasitaire, fongique ou bact^rienne. 

De fapon plus generale, I'un des inconvenients majeurs de la therapeutique actuelle est la specificity 
g6n6ralement insuffisante des molecules actives. La plupart d'entre eiles aglssent sans suffisamment de 
discemement au niveau de sites trop varies et leur administration se traduit pratiquement toujours par 

20 I'apparltion d'effets ind^sirables. 

Une fapon de resoudre ce probleme consists a faire appel k des vehicles capables de conduire les 
molecules actives jusqu'aux sites d§sign§s, autrement drt, jusqu'a la seule cible visee. Les qualitSs 
indispensables du v§hicule sont liees a Tutilisation envisagee : biod§grabilit§. innocuit6, tropisme, pour la 
seule cible vls6e. A cela, s'ajoutent des contralntes industrielles : fabrication k grande 6chelle, conservation 

25 pendant une p6riode suffisant Divers viiiicules ont et6 envisages : macromol^les, enveioppes cellulaires. 
liposomes, nanocapsules... 

Or. 11 s'est avere que les lipoprot^ines ont un tropisme tres marqu6 pour les cellules, et notamment pour les 
cellules du systeme r^ticulo-endotliilial. Ce tropisme est 11^ au circuit du cholesterol dans i'organlsme. Les 
lipoprotelnes sont, en effet, des complexes vehiculant le cholesterol dans Torganisme. Ces complexes sont 

30 classes selon leur densite en chylomicrons, Ilpoproteines k tres faible density (VU)L). iipoprot^ines k Mb\e 
densite (LDL) et Ilpoproteines k haute density (HDL). 

Ije tropisme cellulaire des Ilpoproteines s'explique sch6matiquement de la fagon suivante : pour faire face k 
ieur besoin en cholesterol, les cellules absorbent ces lipoprotilnes ; pour ce faire, les lipoprotelnes se fixent 
sur des rdcepteurs cellulaires ; ceux-d se rneuvent k la surface des cellules jusqu'^ des regions deprimees ; 

35 ces regions s'invaginent progresslvement k I'interieur du cytoplasme cellulaire et finissent par se refermer sur 
Fensemble recepteur-lipoproteines pour fonner des vesicules ; ces vesicules migrent dans la cellule ; au 
cours de cette migration, les recepteurs se separent des Ilpoproteines et retournent k la surface cellulaire ; les 
ilpoproteines, liberies, fusionnent avec les lysosomes dont I'action enzymatique permet la liberation de 
cholesterol. 

40 Du fait de ce tropisme tres marque pour les cellules les lipoprotelnes constituent des vecteurs 
medicamenteux intracellulalres de choix dans le traitement d'affections pathologiques diverses. 

En 1982, Counsell et Coll. (2) ont 6voque la possibiiite d*ut*liser les LDL comma vecteurs de medicaments, il 
est en effet possble de tirer profit de la speciftcite cellulaire de ces UDL pour piloter des principes actlfe. soit 
vers le systeme r6ticulo-endotheiiaI, soit vers ies tissus prisentant un metabolisme eievd vis-e-vis du 

45 cholesterol 

En outre, les LDI^ de par leur structure, devraient permettre d'encapsuler dans des volumes extrimements 
faibles (diametre d'environ 200 A] une grande variete de composes llpophiles. notamment, ies derives 
d'alcalolde de vinca k chatne grasse k activlte anticancereuse. 
Plusieurs techniques visant a "encapsuler" des composes therapeutiques dans les lipoprotelnes, et 
60 notamment les LDL ont ete decrites (3). Bles presentent de nombreux inconvenients : rendement 
d*encapsulation tres faible. recours a des solvants organiques avec alteration concommittante de Tactivite 
biologique de Mapoprotelne B, recours a des phenomenes de transferts actifs. 

Ces inconvenients conduisent, pour la plupart d'entre eux, a rimpossibllite d*utiliser les lipoprotelnes 
comme vecteur intracellulaire. Ainsi, par exemple, Tapoproteine B est une proteine constitutive de l-DL qui 
65 constltue le site speclflque de reconnaissance par les recepteur cellulaires k LDL Une modification de cette 
proteine. ou une alteration de son activite biologique, conduisent bien evidemment e sa non-reconnaissance 
par les recepteurs celllulaires, et done a la non-absorption des i-DL par ies cellules. 

La presente invention a permis de developper un precede d'encapsulation appiiquable k n'importe quel type 
de iiplde ou compose liposoluble. et qui n'altere par les propri§tes biologiques des Ilpoproteines. 
60 Lb procedS selon la presente invention consiste essentieliement a Incorporer un ou plusieurs principes 
actifs llpophiles dans les lipoprotelnes, en faisant appel k un detergent quelconque. 
Selon sa caracteristlque essentielie, il comporte les etapes sulvantes : 
a) les ilpoproteines sont mises en presence du detergent, 
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b) puis le melange obtenu est mis en prdsence du principe actif , 

c) enfin le d6tergent est 6limln6. 

Le proc6d6 permet notamment d'lncorporer un agent th^rapeutique liposotuble ou rendu liposoluble par 
modification chimique dans les lipoprot^lnes sous perturbation des proprl6t6s blologlques de ces demldres. 
De plus, I'agent th6rapeutique, una fois incorpord, conserve son activity. 

On peut citer comme quantit6s de detergent mis en jeu dans proc6d6 0,001 mg & 1 mg/mg de lipoprotdine 
et comme quantit6s de principe actif 0.001 mg & 5 mg/mg de lipoprotdlne. 

Toutefois. ces vaJeurs sent donn6es k litre indicatif et non llmltatif dans la mesure oO II est toujours possible 
de trouver des detergents trds actlfs i falble dose, ceci 6tant vrai 6galement pour tes principes actlfs. 
Inversement, Ind^pendamment d'impSratifs 6conomiques, on peut engager des quantlt^s plus importantes en 
detergent sans modifier le r^sultat final puisque ce m§me detergent est 6timln6 en cours de proc6d6. 

Parmi les avarrtages notables du proc^d^ seion rinvention, on peut citer : 
. sa simplicity qui rend la technique ais^ment exploitable industrieliement, 

. te fait qu*il sort applicable k tout principe actif hydrophobe sans qu*il solt n6cessaire de recourir k des ^tc^ses 
eiabor^es de synthases chimiques. 

. le fait qu'll ne soit pas fait usage de soivants organiques. nl d*op6rations de centrifugation ou lyophilisation 
contrairement aux proc6d6s ant^rieurs. les preparations obtenues 6tant ainsi mleux adapt6es k une utilisation 
en th6rapeutique humaine. 

Le m^canlsme dincorporation est complexe. On distingue vraisembtablement deuxfoncttons diffdrentes du 
detergent. Ce dernier peut, en effet, avoir pour fonction de dissocter les llpoprot6ines ou de permeabiltser leur 
membrane. 

L*un ou ('autre micanisme interviendra pr6f6rentlellement seion d'une part, que la concentration en 
detergent utilisee est superieure ou interieure k la concentration micellaire critique, et d*autre part, que le 
rapport moiaire entre le detergent et les lipoproteines est plus ou moins important. 

En effet, lorsque les molecules de detergent torment des micelles, Pincorporatlon se fera difficllement k 
travers la membrane des lipoproteines et c'est la dissociation qui se produira. 

En outre, blen evidemment, si le rapport massique du detergent par rapport aux lipoproteines est 
augmente, la dissociation se produira plus certalnement. 

Done, seion un mode particulier de i'invention , notamment pour des concentrations miceilaires en 
detergent, le precede d'incorporatlon d'un ou plusieurs principes actifs llpophlles dans des lipoproteines est 
caracterise en ce qu'il comporte les etapes successives suivantes : 

(a) les lipoproteines sont dlssodees en leurs elements par mlse en presence d'un detergent, 

(b) apres dissociation, les elements obtenus k retape (a) sont mis en presence du principe actif k 
Incorporer, 

(c) les lipoproteines sont alors reconstituees, apres un eventuei changement ou modification de 
I'apoproteine, pour encapsuler le principe actif par elimination du detergent. 

Pour des concentrations submicellaires, comme on l*a dit, la dissociation des lipoproteines n'a pas lieu ou 
est faible. et Uncorporation se fait k travers la membrane des lipoproteines. 

Bien que les lipoproteines, plus particulierement utiles comme vecteurs medicamenteux seion rinvention, 
soient les LDL. le precede seion rinvention peut dtre applique pour d*autres lipoproteines telles que les 
chylomicrons, les lipoproteines ktrks faible denslte (VLDL) et les lipoproteines k haute densite (HDL). 

Les elements des LDL sont essentiellement tes esters de cholesterol, des phospholipides et du cholesterol 
libre ainsi qu'une proteine : I'apoproteine B. 

uetape a) du present precede est mise en oeuvre, de preference au moyen d'un detergent tel qu'un sel d'un 
acide steroiique comme le deoxycholate de sodium, ce detergent est denomme NaDoc dans la suite de la 
description, {'utilisation d'un detergent ayant une structure voisine du cholesterol etant capable de Jouer un 
role stabilisant dans les lipoproteines. 

Cependant, tout detergent lonique ou non lonique, et notamment un detergent moins cher. convlent tout 
aussi bien. 

En effet, le constituant detergent, seion i'invention, peut etre lonique. non-ionlque, ampholytique ou k 
caractere dipolaire. ou peut etre un melange de ces types. On trouvera de nombreuses iistes de tels agents 
tensio-actifs ioniques, non-ionlques, k caractere dipolaire et amphotere dans la lltterature. 

Le principe actif incorpore dans les lipoproteines peut etre quelconque mals est, de preference, cholsi 
parmi les antiparasitaires, antifongiques, antibact6r1ens et/ou antfcancereux. Ce principe actif, llpophlle, peut 
etre Incorpore dlrectement ou apres greffage d'une chaine llpophlle sur sa structure. 

L'apoproteine B peut etre modifiee chimiquement, par exempie, par acetylation, afin de changer son 
tropisme ou son activite ou bien peut etre changee pour una autre apoproteine. 

De preference, on utilise des LDL acetyiees ; ces demieres ont en effet un tropisme tree marque pour les 
cellules du systems reticuio-endotheiial, telles que les macrophages. 

Dans retape b) la mise en presence des elements de LDL et du principe actif k encapsuler est effectuees 
par mise en contact des elements obtenus, et du detergent avec le principe actif. 

Enfin, dans retape c). I'eiimlnation du detergent peut etre effectu6e par toute methode appropri6e, 
notamment par dialyse. 

l-a presente invention s'etend aux lipoproteines obtenues apres I'incorporatlon d'une ou de plusieurs 
principes actlfs. 
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Les lipoprottines utiles comme vecteurs mMieamentaux ont, & rorigine, la oomposltlon chbnique sulvante: 





VLDL 


LDL 


HDL 


prot^lnes 
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La presente invention conceme plus particulldrement les LDL 

Les LDL (low-density lipoprotein) sont des lipoprotelnes presentes dans le plasma humain et responsables 
du transport du cholesterol. Ce sont des particules spheriques d'un diametre de 220 A contenant una partle 
lipidique centrale composee d'environ 1.600 molecules d'esters a longue chalne du cholesterol. Get espace 
central lipidique est emprisonne a rint6rieur d'une couche sph^rique polaire f orm6e d'environ 500 molecules 
de cholesterol fibre, de 800 molecules de phospholipides et d'une protelne : Tapoproteine B-100. 

Les cellules humaines possddent k leur surface des r^pteurs pour les LDL Una Ibis Ui k son r6cepteur. le 
LDL est endocyte et se degrade dans ies lysosomes. 

C'est cette apoproteine B qui est reconnue sp§cifiquement par les r§cepteurs cellulaires a LDL. et qui dlrige 
par consequent les LDL vers des cellules sp§ciflques. Cette apoproteine conserve integralement ses 
proprf6t6s biologiques aprds incorporation du ou des principes acttfs dans les LDL par le precede selon 
Tinvention. 

Cependant, en vue d'^tablir un ciblage encore plus spScifique des cellules malades. et notamment, en vue 
d'atteindre des cellules canc^reuses, on peut modifier chimiquement ladlte apoprot6ine et ce, pr6alablement 
a retape c) de reconstitution des lipoprotelnes, le cas 6cheant 

On s'est, en effet, aper9u que, de fapon inattendue. au cours de Tetape de dissociation des lipoprotelnes, 
Tapoproteine se separe des autres constituents lipidlques des LDL, pour se Her Intlmement au detergent. 

On peut, selon la presente invention, eiiminer le detergent ayant Incorpore cette protelne, puis recuelllir 
l*apoprotelne par des techniques connues de Thomme de I'art, pour pouvoir modifier chimiquement cette 
demiere en vue, par exemple, de lui foumir un site supplementaire de reconnaissance par des recepteurs de 
cellules particulieres, et, notamment. des cellules cancereuses. 

L'apoprotelne, une fois modifiee. peut Stre r6introduite par IMntermediaire du detergent avec les autres 
consfrtuants llpoproteiniques en vue de la reconstitution des LDL ayant eventuellement Incorpore le ou ies 
principes actifs. 

C'est pourquoi, la presente invention conceme aussi des lipoprotelnes dont on a volontairement modlfie 
i'apoproteine B. 

Dans le cas du NaDoc, la concentration mi cellaire critique est de I'ordre de 2 mM. 

On observera un mecanisme de dissociation pour un rapport en polds de detergent par rapport aux 
lipoprotelnes de 10 a 30, le mecanisme de permeabilite intervenant plutdt pour des rapports en poids de 
Tordre de 1 a 3. 

La presente invention conceme, enfin, les compositions pharmaceutiques destlnees a vehicular un ou 
plusieurs principes actifs liposolubles et comportant des lipoprotelnes dans lesquelles iedlt principe actif a 
ete incorpore par le precede selon la presente invention. Le principe actif vehicuie peut etre quelconque ; II est 
en particuller un compose antlfongique ou anticancereux. Par exemple, tl peut s*agir des derives du 
ketoconazole ou d'atcaloTde de vinca decrits dans les demandes de brevet frangais nos 86 01496, 86 00364 et 
86 1741^ 

La mise en oeuvre preferee du precede selon la presente invention ressortira de la description qui va suivre 
et en se reterant aux dessins annexes. Sur ces desslns : 

- La figure 1 represente le schema qui semble le plus probable concemant le processus de 
dissociation<reconstltutlon des LDL Sur cette figure: 

S represente le detergent 

■ represente I'apoproteine 8 

0 represente les phospholipides et cholesterol llbre 

E2 represente les esters de cholesterol et triglycerides 

- La figure 2 represente la chromatographie sur sephadex G 200. equilibr6e avec le tampon D. de la 
preparation LDL-NaDoc (debit ^ 0.1 ml ; volume d'eiutlon « 2 ml). 

L'apoproteine B (•). le cholesterol (■), et les phospholipides (▲) sont ensuite doses sur cheque 



BNSDOCID: <EP ^027784aA1J_> 



0277849 

fraction. 

- La figure 3 repr6sente r§lectrophor§se sur agarose 1 o/o des LDL (A) et des LDL tra!t6es au NaDoc 
(B). 

- La figure 4 repr^sente i'Ouchteriowny de l'apoprot§ine B (6.8,10,12) vis k vis d'un s§rum 
anti-apoprot6ine B. 5 

o La figure 5 repr4sente le SDS-PAGE Pharmacia PAA 4/30 ; 
gradient » 0,2 o^ BOB 
1.2.3 = LDL 
4, 5. 6 « apoprot6ine B. 

- La figure 6 represente les : io 

A) ciiromatographie sur sephadex G 200. 6qu{libr6 avec le tampon c. des U>L reconstitutes. 
(DSbit - 0.1 ml/min; volume de fraction » 2 ml). 

Le cholesterol (•), les phospholipides (■) et rapoprottine B (A) sont ensuite dosts sur chaque 
fraction. 

B) Droits d'etalonnage du dosage de l*apoprot6ine B. /5 

- La figure 7 represente l'61ectropliorese sur agarose 1 o/o LDL natives (A) et des 1-DL reconstitutes 
(B). 

- La figure 8 reprtsente I'immunotlectrophortse sur agarose 1.5 o/d des LDL natives (A), des LDL 
reconstitutes (B) et des HDL (C) vis-t-vis d'un strum anti-apoprottine B. 

- La figure 9 reprtsente la chromatographie sur sepliadex G 200. tqullibrt avec te tampon C, des LDL 20 
reconstitutes cholesttrol- [^H] . (Dtbit = 0,1 m!/min ; volume de fraction = 2 ml). Le choiesttrol (O), 
I'apoprottine B ( • ) et la radio-activitt (A) sont mesurts sur cliaque fraction. 

- La figure 10 reprtsente la ciiromatographie sur sephadex Q200. tqullibrt avec ie tampon C, des LDL 
reconstitutes oltate de choiesttrol- ["•^C] (LDL rec. O. CHoL ['*'*C]). Dtbit « 0.1 ml/min ; volume de 
fraction 2 ml. Le chotes ttrol ( # ) . la radioactivitt ( ▲ ) et I'apoprottine B sont ensuite dosts sur chaque 2S 
fraction (•). 

* La figure 11 reprtsente raccumulation des LDL rec O.CIHOL [^^C] (O) et des AC-U)L rec O.CHOL 
[^^C] (•) par les macrophages J774 G8. Les cellules sont rinctes i I'aide de milieu RPMI puis incubtes 

37''C avec ce mtme milieu contenant 10 )xg/m! de LSL rec O.CHOL ['^^C] ou d'AC-LDL recO.CHOL 
[1 ^C] . Aprts incubation aux temps Indlqut s. la radioactivitt acide trfchioracttlque soluble est dtterminte 30 
dans les sumageants. La radioactivitt associte aux cellules est tgalement mesurte. 

- (.a figure 12 reprtsente {'incorporation d'un agent thtrapeutique par ie processus de dissociation-re- 
constitution des LDL 

Sur cette figure : 

■ reprtsente I'apoprottine B 3S 
. S reprtsente les phospholipides et le choiesttrol libre 

@ reprtsente les esters de choiesttrol et les triglyctrides 

■ reprtsente le dttergent 

^3 reprtsente I'agent thtrapeutique 

- La figure 1 3 reprtsente le Q/o de rtcupt ration obtenu au terme du processus de reoonstitution pour 40 

A) incorporation de I'agent CTO400A 

B) rincorporation de I'agent CTO40013. 

- La figure 14 reprtsente la chromatographie des LDL rec CTO40013 sur sephadex G 200 tquilibrte 
avec le tampon B. Dtbit 0.1 ml/min ; volume de fraction » 2 ml. Le choiesttrol (•). l*apoprottine B 

(A) et les phos pholipides (O) sont ensuite dosts sur chaque fraction, ainsl que le compost CTO40013 46 
(•). 

- La figure 15 reprtsente IMnfluence du plasma sur le relarguage de la moitcule incorporte. Les UDL rec 
O.CHOL [^^C] (A) et les LDL rec CTO40013 (B) sont incubtes en prtsence de plasma pendant 3 heures 
k 37^ C. Les tchantiilons sont fractlonnts sur gradient discontinu en KBr. Les fractions sont rtcuptrts 
parordredtcroissantdedensitt. * so 

Le proctdt seton la prtsente invention a notamment permis d'incorporer certains composts 
thtrapeutiques dans des LDL acttyltes dont les rtcepteurs cellulaires con^espondants sont portts par les 
macrophages J 774 G8 comme II sera dtcrit ci-aprts. 

- La figure 1 6 reprtsente la solubllisation du 



'9 I 



Base 



55 



en prtsence de difftrents milieux dMncubation. 100 \iL d'une solution tthanollque en C9i[^H] (actMtt 
sptcifique : 1026 dpm.^gr- ^ ; 1 mgr.mL- '<) sont tvaports sous Argon. Le rtsidu sec est mis en prtsence ^ 
de 2 mL de tampon C + LDL (500 ixgr.mL-^) + NaDOC (2mM) (•); de 2 mL de tampon C + LDL (500 
^gr.mL*'>) (O) ; de 2 mL de tampon C + NaDOC (2mM) (■) et de 2 mL de tampon C (□). Les 
prtparations sont incubtes a 25''C sous agitation modtrte. La radioactivitt prtsente dans le sumageant 
est dtterminte aprts difftrents temps d'incubation. 
- La figure 17 reprtsente la disparition PLASMATIQUE et accumulation HEPATIQUE des ^^5 | ldl ^ 
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natives (O) et des 126 1 LDL-C91 (•). 

- La figure 18 reprSsente la biodistribution des | LDLnatives (O) et i^s | LDL-C91 (■). La CAPTURE 
TISSULAIRE RELATIVE est determinee une heure apres Injection. 25 |igr de LDL sont nnJectSs dans la 
veine de la queue de souris Balb/c de +/- 20 gr. 
5 - La figure 1 9 represente la cytotoxicity des LOL-C91 (A) et du 

sur Rbroblastes Humalns. 
I - ETUDE DES INTERACTIONS ACETYL-LDL-MACROPHAGES 



15 



20 



1) Caract6ristlques des LDL 
Les LDL apparaissent en microscopie 6lectronique comme des partlcules sph6riques et homog^nes d'un 

diam^tre approximafrf de 200 A. Leur alteration (caus6e par exemple par vieillissement) d6clenche un 
ph6nomene d'agregation. ies LDL s'agr^geant en "piles d'assiettes'. 

Les etudes d*activlt6 biologique des LDL, id menees, sont effectuees sur des macrophages en llgn6e 
continue, les J774 G8, ceux-cl possedant exclusivement des r6cepleurs pour les LDLchlmiquenrient modifiSes 
par acetylation. Cette modification chlmique est refl^t^e par une variation morphologique. En microscopie 
diectronlque, les LDL ac6tyl§es ne se pr^sentent plus comme des partlcules sph§riques mais prennent une 
forme ovalaire. Ce phenomene est totalement different d*un processus d'altSratlon des LDL. 

2) Caract6ristlques des macrophages 

Les cellules utilisdes comme module pour Tetude des recepteurs a ac6tyl-LDL sont des cellules de souris 
provenant de fymphome histiocytaire maintenues en lignie continue ; a savoir les macrophages J774 G8. 
Cette llgnee pr6sente de nombreuses caracteristlques communes avec les macrophages p6ritoneaux. Les 
J774 G8 peuvent reconnstltre sp6cifiquement les acetyl-LDL et ies m^taboiiser. L'ensemble des resultats 
presentes montrent que ce processus de metabolisation est en tout point semblable a celui d^crit par Brown 
lore de son 6tude sur les macrophages p§ritoneaux (4). 

3) Ac6tyiation des LDL 

Uacetyiation seion la technique de Basu et Coll (5) conduisant k une precipitation irreversible de plus de 
70 0/0 des LDL. une mgthode alternative phis douce permettant de ramener k 17<Vo cette precipitation est mise 
au point 

a) Principe 

L'anhydride acetique est un agent capable d'induire i'acdtylation des LDL, celle-ci se produisant au niveau 
des residus e-NHa des fonctions lysines de Tapoproteine B. 
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b) Ac6tylation 6 froid 

A 1 ml d*une pr6paration de LDL (5 mg), on ajoute 1 ml d'une solution d'ac6tate de sodium satur6©. 
L'ensemble est maintenu 6 4** C sous agitation constante. L'anhydride est alors addit!onn§ par allquots de 2 jil, 
ceci toutes les 16 minutes. Le pH contrdle en pemianence et maintenu d pH 8 par adjonction de NaOH 0,1 M. 
Le pourcentage de lysine modifi6e 6tant suM par la r6actlon & la fluoresGamIne,(la fluorescamine r6aglt 5 
directement avec les fonctions amines primaires pour former un complexe fluorescent), le processus 
d'ac^tylation est stopp6 lorsque le pourcentage indique 46 o/o de r6sldus lysines modtfi6es. 

c) Ac6tyiation au tritium 

On ajoute 1 ml d'une solution d'ac6tate de sodium satur6e A 1 ml de la preparation de LDL (5 mg). io 
L'anhydride ac6tique triti6 (100 mCi) est ensuite ajout6, et la preparation ainsi marquee, maintenue 4 4**C sous 
agitation. On poursult rac6tylation par adjonction d'anhydride ac6tique froid comme II est d6crit 

Suite t l*ac6tylation, les LDL perdent leur fonme sph6rique pour prendre un aspect "ovalaire". Ce 
pli6nom6ne est totalement different d'un processus de degradation des LDL, qui, lui, se traduit par une 
agregation en "piles d'assiettes'. /5 

L'obtentlon d*ac6tyI-LDL radio-marquees s'effectue par ac6tylation des LDL A I'aide d'anhydride acetique 
tritie. Au terme de la reaction, la preparation est dialysee contre un tampon B (NaCI 0,1 5 M. KH2PO4 10 mM, pH 
7,4) de fa^on k ramener le pourcentage de radioactivite aclde trichloracetlque soluble k 1 Q^. 

4) Interaction & SZ'^C des ac6tyl-LDL avec les macrophages J774 G8 20 
Lorsque les macrophages J774 G8 sont tncubds en presence d*acetyt-LDL tritl6es (10 (ig/ml) e d7''C, la 

radioactivite associee aux cellules augmente au cours du temps pour atteindre un plateau aprds 2 heures. Les 
produits de digestion sont dejd presents dans le milieu de culture apres 30 minutes et augmentent de fapon 
lineaire jusqu'e un temps de 5 heures. 

En presence de chioroqulne, le processus de digestion est bloque, ce qui entraine une augmentation de la 2S 
concentration intraceliulaire en acetyl-LDL non digerees. La capture (obtenue par la somme de la digestion et 
de I'accumulation) rests inchangee quelque soit la concentration en chioroqulne appliquee. Ceci demontre le 
rdle des lysosomes dans le processus de digestion. 

5) Etude des r6cepteurs e acetyi-LDL des macrophages J774 G8 30 
Afin de caracteriser les recepteurs k acetyl-LDL. des acetyl-LDL trlti6es ont fait Tobjet d'une etude de 

I'accumulation. L'analyse des resultats de Scatchard revdle Texistence de deux types de sites de fixation : des 
sites k haute affinite et des sites aspecifiques k feible afflnlte. 

c) Etudes de deplacement des ac6tyl-LDL triti6es 55 
II est interessant d'observer dans quelle mesure les LDL natives peuvent interagir avec les recepteurs k 

acetyl-LDL presents sur les macrophages J774 G8. A cette fin, on precede k des experiences de competition 

ou Ton etudie I'infiuence des acetyl-LDL et des LDL sur le metabolisms des ac6tyl-LDL tritiees par ies J774 Q8. 
On constate qu'un excds molaire en acetyl-LDL de I'ordre de 20 suffrt pour dimlnuer de 86 o/n raccumulation 

des acetyl-LDL tritiees. Par contre. les LDL n*exercent pas cet effet de competition. 40 
En effet, presentes en un exces molaire de 20. elles nentralnent qu'une diminution de ^0Wo de 

i'accumulation des acetyl-LDL tritiees. l^s mimes obsen/atlons peuvent etre faites en ce qui conceme Teffet 

des acetyl-LDL sur la digestion des acetyl-LDL tritiees. 

7) Conclusion 45 
L'ensemble des resultats presentes ci-dessus montre que ies acetyl-LDL se fixent sur des recepteurs 

speciflques presents en surface des macrophages J774 G8. Ces recepteurs reconnalssent exclusivement les 

LDL acetyiees comme le montrent les experiences de competition. 
Les acetyl-LDL fixees sont ensuite transportees vers ies lysosomes oCi elles sont digerees. En effet, si on 

inhibe ies enzymes lysosomiaux k i'aide de chioroqulne, on ne retrouve plus de produits de digestion dans le so 

milieu extracellulaire (6). 

Au niveau des lysosomes, I'apoproteine B est decomposes en acides amines. 1-es acldes gras et le 
cholesterol sont liberes et, par la suite, incorpores dans la membrane cellulalre. 

II -PROCESSUS DE DISSOCIATION - RECONSTITUTION DES LDL (figure 1) 55 

1) Dissociation des LDL par le NaDoc 

Les LDL Isoiees sur sepharose CL-4B sent dialysees pendant 24 heures 4 4*^0 contre un tampon C (NaaCOs 
50 mM ; NaCI 50 mM ; pH 10). Le NaDoc est ajoute k la preparation k raison de 2.5 mg par mg de LDL. 

Apres 30 minutes d'incubatlon k temperature ambiante. I'echantillon est chromatographie sur sephadex G 60 
200 prdalablement equilibre avec le tampon D (Na2C03 50 mM. NaQ 50 mM ; NaDoc 10 mM pH 10) incluant 10 
mM de NaDoc (Figure 2). 

La composition proteinique eiue dans le volume mort de la colonne alors que Ies lipldes eiuent dans le 
volume total, la recuperation en apoproteine B etant de 92 0/0. 
l-es LDL sont testees en eiectrophorese sur agarose 1 o^ avant et apres adjonctton de NaDoc (figure 3). Le es 
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traitement des LDL par le NaDoc conduit k la formation de micelles mixtes. Cette dissociation est demontrde 
en 6lectrophorese par I'apparition d'une bande diffuse ne correspondant plus k une migration caract6ristique 
des LDL 

II est a remarquer que si la dissociation est effectuee a pH neutre. ou si la quantite de NaDoc ajoutee est 
5 ramenee a 1 mg par mg de LDL, I'apoproteine B reste associ^e aux esters de cholest6rol et aux triglycerides. 

L'apoproteine B recuperee par le procede decrit ci-dessus conserve son activite antigenique vis a vis d'un 
antiserum anti-apoproteine 8 iiumain (figure 4). 

Afin de mettre en Evidence d'eventuelles alterations de l'apoprot§ine B. celle-d est testae en SDS-PAGE. 
Apr§s coloration, on observe une seule bande conBspondant A un poids molfeculaire de 316.200. Ceci est en 
10 accord avec les resultats de Ctiapman et coll. (Rgure 5) (7). 

Notons que I' apoproteine B recueillie est complex6e au NaDoc. I! est possible d*6llminer simplement ce 
NaDoc par clvomatographie un s6pliadex G200 (ceci en absence de detergent). 

Les fractions contenant I'apoproteine B ne presentent pas de pnecipltes visibles. toutefois, une 
centrifugation a 40.000 tpm pendant une heure conduit k la prfecipiation de I'apoprot^lne B. 

15 

2) Obtention de LDL reconstituee par enlevement de detergent 

La methode repose sur la dissociation des LDL en micelles mixtes comme d6crit en 1). II suffit dans une 
seconde 6tape d'6liminer fe detergent de ces micelles de sorte que les diff§rents lipides et Tapoproteine B se 
reassoclent en particules homog§nes. Les LDL sent dissociees en presence de NaDoc (voir 1). Ce dernier est 
20 6limin6 par dialyse contre cinq fois un litre de tampon C. Uutilisation concommittante de NaDoc-[i^] montre 
que dans ces conditions, plus de 99 o/o du detergent est eilmine. La preparation est ensuite rediatysee contre 
un tampon B. 

3) Caracterisation des LDL reconstftuees 

25 Les LDL reconstituees sont chromatographi6es sur sephadex G200 en presence d'un tampon C. On 

constate que la composante proteinique est eiuee en meme temps que les differents composants torment un 

complexe macromoleculaire stable (figure 6). 
En eiectrophorese sur agarose 1 o/o, ce complexe presente une migration de type p semblable a celle des 

LDL natives (figure 7). De meme, en immunoeiectrophorese, le comportement des LDL reconstituees est en 
30 tout point semblable a celui des LDL natives (figure 8). L'anaiyse en microscopie electronique d6montre 

clairement I'homogen6it6 de la preparation des LDL reconstituees, leur diametre moyen 6tant de 200 A. 

4) interactions LDL reconstituees ^ JEG 

Afin de verifier que le processus de dissoclation-reassoclatlon ne perturi^e pas la reconnaissance des 
3is lipoprotelnes par les recepteurs cellulalres. les LDL reconstituees sont incubees avec des cellules de 
choriocarcinoma de type JEG. Ces cellules presentent en surface des recepteurs k LDL natives. Le test est 
volontalrement llmlte k une etude e ST^C en fonction du temps d'incubation. la digestion apparaissant deja 
apres 30 minutes et restant fineaire jusqu'e 20 heures. 

^ 5) Incorporation de lipides radiomarqu6s dans les LDL par la technique de reconstitution 

a) Incorporation de cholesterol - pH] 

I ml de LDL (1 mg/ml) sont dialysees pendant 24 heures a 4°C contre un litre de tampon C. On ajoute a 
cette preparation 400 ^1 d'une solution de NaDoc a 20 mg/ml et 4 \l\ d'une solution de cholesterol tritie (4.64 

45 mg par ml de methanol). Apres 2 heures agitation a t° ambiante. rechantillon est dialyse contre le tampon C. 
Afin de mesurer dans quelle proportion le cholesterol tritie participe au processus de reassociation, 
rechantillon est chromatographle sur sephadex G200 en presence d'un tampon C (figure 9). On obsen^e que 
900/0 de la radioactivite appliquee lors de la reconstitution se retrouve dans le volume mort, associee k 
rapoproteine B et au cholesterol. Les LDL reconstituees ainsi obtenues presentent toutes les caracterlstiques 

so physico-chimiques et biologiques des LDL natives. 

b) lncorporation d'oleate de cholesterol- [''^C] 

Un schema identique a celui decrit en II- 5 a) est applique a I'incorporatlon tfol6ate de Cholesterol-[1^C1 
(figure 10). Apres incorporation. I'echantillon est divise en deux fractions. La premiere subit une acetylation a 
$5 froid. puis est dialysee 24 heures e 4''C contre ie tampon B (Ac-LDL rec. O.CHOMi^CJ). 
La seconde fraction ne subit pas de modification (LDL rec. O.CHOL. [''^C]). 

En eiectrophorese sur agarose 1 <Vb. les LDL rec. O.CHOL I^^C], migrent de t^Qon Identique aux LDL 
natives- 

Les Ac-LDL rec.O.CHOL. [i^c] n'etant pas assez concentrees pour etre detect6es par la coloration, le gel 
60 d'agarose est decoupe en languettes de 2 mm, chaque languette faisant par la suite Tobjet d'un comptage 
[■^^C]. On peut ainsi confirmer ^augmentation de la migration dans le cas de Tacetytation. 

II est connu que les macrophages et notamment les J774 G8 accumulent les esters de cholesterol presents 
dans les LDL, se transfomiant aInsI en cellules "mousseuses". Ce ph6nomene est observe pour peu que les 
LDL soient modlfiees chimiquement. par exemple, par acetylation. Les macrophages J774 G8 sont Incubes k 

65 Src en presence de LDL rec.O.CHOL.[i*Cl (figure 11). 
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Dans le cas de ia preparation ac6tyl6e, la radioactivity assoclde aux cellules augmente da fapon Iin6atre au 
cours du temps, ce qui traduit blen una accumulation ceilulalre des esters de cholest6rol. La preparation non 
ac^tyl^e n*6tant pas reconnue par les recepteurs. ne presents pas cette caract6ristique. Dans las deux cas. 11 
n'est pas possible de detector la radioactivity aclde trichIorac6tlque soluble dans les milieux extracellulaires. 
On peut done en conclure que la digestion ne conceme pas les esters de cholesterol et que ces demlers 5 
s'accumulent dans le cytoplasme. 

6) Conclusion 

Comme il a M decrit dans rintroduction, les LDL renferment approximativement 80 o/o de lipides dont des 
esters de cholesterol du cholesterol libre, des phospholipides et des triglycerides. On a d6montr6 qu'un 10 
detergent comme par exemple le NaDoc pouvait desorganiser la structure des LDL Lors de ce processus, le 
NaDoc, detergent lonique retatrvement faible, s'assocle e I'apoproteine B et aux autres composes lipidlques 
des LDL pour former des micelles mixtes. I'apoproteine 6 n'etant pas degrades lors de cette operation. 

En outre, ia structure quatemaire n'est en rien modlfiee pulsque, apres ce traitement, i'apoproteine B. 
malntient son activite biologique. On peut poser I'hypothese que le NaDoc, ayant une structura proche du 15 
choles terol. se substitue au cholesterol present dans Tenvironnement Immedlat de I'apoproteine B. Cette 
technique permet done de purifier Tapoproteine B sous forme soluble et sans alteration notable. 

On a pu egalement demontrer le caract6re reversible de cette dissociation. En effet. par simple elimination 
du detergent, on r6cup6re des LDL Intactes, pr6sentant toutes les caract6ristlques des LDL de depart. Cecl 
conflrme le fait que les LDL repondent e une structure thermodynamlquement favorlsee. 20 

II est done possible de tirer profit du processus de reconstitutlon pour Incorporer un liplde exogdne. 

Ill - APPUCATION DU PROCESSUS DE DISSOCIATION-RECONSTITUTION DES LDL POUR 
L'INCORPORATION D'UN AGENT ANTIFONGIQUE (figure 12) 

Les composes utilises sont les suivants : 2S 
Le CtO400A qui est un agent antifonglque, et 

Le CTO400i 13 qui est un derive acide gras (oieate) du compose CT04CX)1. 

1) incorporation d'un agent antifonglque dans les LDL 

Le precede d'incorporation decrit chdessus est applique e un agent antifonglque : so 
le CT0400A ( ketoconazole : cls-4-(4-(2,4-dlchlor<>-phenyl)-2-(1HHmidazoI-1-yl-methyi)-1.3 dioxolan-4-yl 
methoxy)ph6nyl)-1 -(acetyl) plp6razine ). 

Afin d'evaluer Tinfluence du caractere lipophile du medicament sur son degre "d'incorporabillte*. le CT04(XX)A 
est compare k son derive aclde gras 

le CT040013 (oieate de ketoconazole : cis-4-(4-{2,4-dichioroph6nyl)-2-(1HHmidazol-1-yl-m6thyl)-1,3 dioxolan- 36 
4-yl m6thoxy)ph6nyl)-1-(ol6oyl)plperazine). 

On ajoute S 1,6 mg de LDL preaiablement diatysees contra le tampon C, 10 mg de NaDoc sollde et on iaisse 
reagir 30 minutes k temperature amblante. On ajoute e la preparation 2,8 ml d*une solution NaDoc 20 n\M, 
NasCOs 50 mM, Naa 50 mM, pH 10 contenant 482 (ig de CT4000A ou 482 ^ de CTO400i3. Ijes echantillons 
sont dialyses i 4*'C centre trois fois 1 litre de tampon B. 40 

Le pourcentage de recuperation en LDL. en CTO400i3 et en NaDoc est determine au tenme du processus de 
reconstitutlon (figure 13). 

II est egalement possible de rapporter la masse de substance Incorporee par mole de UDL Les resultats 
obtenus pour le cn'O4000A et la CTO40013 sont respectlvement de 0.4 et de 208 moles incorpores par mole de 
LDL 45 

2) Caracterisation des LDL reconstitu6es en pr6 sence de I'agent CT04(X)I3 (LDL rec.CTO400i3) 

il etalt interessant de montrer dans le cas des LDL rec. CTO400I3 que le compose therapeutique etait 
reeliement associe k la lipoproteine. La preparation a done ete chromatographiee sur sephadex G 200 (figure 
14). et on peut voir que le compose CTO40dl3 est eiue en mdme temps que ies differents composants des so 
LDL On constate en outre que la composition chimique des LDL rec. CTO400I3 n*a pas ete modlfiee lors du 
processus d'incorporation (tableau I). 
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Une analyse de ces LDL rec. CTO40013 en 6lectrophor6se sur agarose 1 <M) et en OUchterlowny montre que 
65 ie profil electrophorStique et que la riactivitd antigSnlque sont preserv6es. 
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3) Etude de la stabilit6 des LDL rec. CTO400I3 en presence de piasma 

Dans un milieu bfologique aussf comptexe que le plasma, de nombreux constltuants peuvent, k priori, Inte) 
raglr avec les LDL rec. CTO400I3 et provoquer leur d6stabllisatlon ou entralner une liberation du princIpe actif 
lncorpor6. AussI, une premiere 6tude a 6t6 entreprise pour essayerde caract^riser le comportement des LDL 5 
rec. CTO400I3 lorsque ces demi6res sent mises en presence de plasma. 

Deux preparations ont 6t6 testdes : les LDL rec. O.CHOL [""^C] et les LDL rec^ CTO400I3. 500 jil de ces 
dlff6rentes preparations sont Incub6es avec 1 ml de plasma humain pendant trols heures ^137'C. Au terme de 
cette Incubation, les 6chantiIlons sont fractlonn6s par ultracentrifugation sur gradient discontinu en KBr. Par 
aspiration, on r6cup6re les fractions con^espondantes aux dtff6rentes denstt6s. et sur chaoune de celle-ci, le io 
cholesterol, les phosphollpldes, rol6ate de cliolest6rol ['>*C] sont dos^s (figure 15). Le profil en cholesterol 
total et en phosphollpldes est identique dans les deux gradients. On y distingue trois pics correspondants aux 
trois classes de llpopr<n6lnes, par ordre decroissant de densite : HDL, LDL, et VLDL 

Dans le cas des LDL rec.O.CHOL [^^C]. 11 y a une redistribution complete de la redloactlvite. En effet, on 
constate que I'oieate de cholesterol est transf6re des LDL vers les HDL et VLDL Cecl est en accord avec les is 
etudes Pattnaik (8) ou 11 est d6montr6 que les llpoproteines echangent leurs llpides. ces echanges 6tant 
catalyses par des prot6ines de transfert. 

Le compose CTO400I3, par centre, n'est pas pris en charge par ces proteines de transfert. Ualbumine 
serique presente la caract6ristlque d'adsorber les composes llposolubles. Lors de cette etude, !l n*a pas ete 
possible de mettre en evidence une association du CTO400I3 et de I'albumlne. On peut done supposer que la 20 
drogue est blen localisee dans te noyau apolaire des LDL et ne peut etre mise en contact avec I'albumlne. 

4) Discussion 

Ces r6sultats montrent que parmi les param6tres capables d'influencer Tlncorporation d'une substance 
therapeutique dans les LDU le caractere lipophlle de cette substance joue un r6le majeur. En effet. par simple 25 
greffage d'une cha?ne d'acide gras k la molecule CTO4000A, II est possible d'augmenter son pourcentage 
d'incorporatlon d'un facteur 500. 

L'utillsatlon des LDL in vivo comme vecteurs potentiels de principes actifs n6cesslte qu'avant d'atteindre 
les cellules cibles. I'integrite structurale soit conservee au contact des liquldes biologiques. 

Ces essals montrent qu*en presence de plasma, le principe actif Incorpore dans les LDL n'est pas relargue. 30 
On peut done avancer rhypothdse d'un modeie oO le principe actif est localise dans ie moyau des LDLet reste 
ainsi e I'abri de Tinfluence des autres proteines plasmattques. 

Cependant. les explications et hypotheses enoncees ci-dessus ne llmltent en rien la portee de la presente 
invention. Celle-ci a done pennis de reallser de nouveaux vecteurs medlcamenteux permettant de vehicular un 
principe actif lipophlle Jusqu*e la cellule clble visee. Ce principe actif peut etre Incorpore directement dans les 35 
llpoproteines ou apres greffage d'une chaine llpophile. 

IV) ' UTiUSATION DE CONCEi^ATIONS SUBMICELLAIRES EN DETERGENT POUR L INCORPORATION 
D'AGENTS THERAPEimQUES LIPOSOLUBLES DANS LES LDL — ^ 

40 

1. Methods 

Les LDL isoiees sur sepharose CL-4B sont dlalysees pendant 24 heures e 4'' C centre un tampon C. 

L'agent therapeutique est solubilise dans un soh^ant organlque k raison de 1 mg par ml. 100 pi de cette 
solution sont evapores sous Argon dans un tube d essal. On ajoute au resldu sec, 2 ml de la solution de LDL et 
du NaDOC de fapon e atteindre une concentration finale de 1 & 5 mM selon l'agent therapeutique considere. Ija 45 
preparation est incubee e 25''C pendant 6 heures sous agitation moderee. 

Au temie de Tlncubatlon, rechantlllon est fiitre sur un filtre Mllllpore 0.45 \im. Le NaDOC est ensuite eilmine 
par chromatographie sur gel P6 (Biorard^^) prealablement equilibre avec un tampon C. 

La concentration en ApoB et en agent therapeutique est determlnee sur chaque fraction.Les fractions 
corirespondant aux LDL sont mises en commun et dlalysees centre un tampon TdsHC1 10 mM NaCI 0.15 M 50 
EDTA 0,3 mM pH 7,4 pendant 24 heures k 4*'C. 

2. Application k rincorporation d'un agent cytotoxique 

L'ensemble du proc6d6 d6crit en IV-1 a 6t6 applique k un d6riv6 VINCA ALCALOIDE liposoluble : le "C91 
base": (4-d6sac6tyI-vinblastine C-3N-dod6cyl-carboxamide). La concentration en NaDOC utilise© lora de 55 
rincubation a ete ajustee k 2 mM final. 

L'examen de la figure 16 montre clairement que seule la combinaison detergent + UDL permet la 
solubilisation de l'agent therapeutique. En effet, en absence de NaDOC, les LDL tendent k a'aggreger de fa^on 
irreversible. II est vraisemblable que le detergent pemneablllse la membrane llpoproteinlque et facllite aInsI 
Tentree de l'agent therapeutique. eo 

Au cours de tout le processus, les LDL conservent leur int6grite comme le demontre des analyses 
eiectrophoretiques en agarose 1 0/0. 

Cette methode drffere done fondamentalement de la methode d'incorporatlon decrite plus haut mime si 
dans les deux cas, on fait appel k un detergent. 

SI on preclpite seieetivement les LDL, plus de 99 0/0 du C91 base se retrouve dans le culot. On conflrme aInsi 65 
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que I'agent therapeutlque est bien associe aux LDL On appellera cette preparation : LDL-C91. 

Le nombre de molecules de drogue incorporees par mol6cule de LDL varie selon !e temps d'incubation, 
selon la concentration en NaDOC utilisee lors du precede et selon le type de drogue envisagee. Dans le cas du 
C91 base, pour une concentration de 2 mM en NaDOC et un temps d'incubation de 60 lieures (3 heures 425''C 
5 +57 Iieures a 4*0), ce rapport est de 70. 

V- EFFET DE ^INCORPORATION SUR LA DISTRIBUTION TISSULAIRE PES LDL 

Les techniques d'incorporation decrites dans la littirature conduisent g6n6raiement a une alteration des 
proprietSs biologiques des LDL (Masqueller M. et coll. (10)). Cela se traduit in vivo, par une reduction du 
10 temps de demi-vle plasmatique et par une accumulation accrue dans le foie et la rate. 

1. Mithode 

Afin d'evaluer la technique d 'incorporation d6crite IV-1), la biodistribution des 125 1 LDL-C91 a ete compar6e 
a celles des M^s ldl natives. 

15 Les LDL et LDL-C91 sent marquees selon la technique de Langer et coll. U6tude de distribution tissulaire 
est faite sur des souris Balb/c de 20 g. Chaque animal repolt par injection i.v. dans la queue 25 jig I LDL 
(0,6-1 nCi) dans 0.2 ml d'une solution a 0,90 0/0 NaCI. Apres 1 heure. le sang est collecte par ia veine f§morale 
et I'animal est d^capite. Les organes sent pr6lev6s, rinc6s dans du PBS et pes6s. La capture tissulaire relative 
est calculee en divisant la radioactivite par gramme d'organe par la radioactivity totale dans le plasma au 

20 moment du sacrifice (figure 18). On estime que le volume plasmatique correspond & 4 Q/b du polds total de 
Tanimal. 

2. R6suftats 

La figure 17 illustre la disparltion plasmatique et raccumulation hepatique des deux preparations. A ce 
25 niveau, II n'y a pas de difference significative entre ies deux types de LDL test§es. La concentration 
plasmatique chute rapidement durant la premiere heure let d6croft ensuite selon une cin6tique d*ordre 1 avec 
un temps de demi-vie de 5 a 6 heures. Plus de 95 0/0 de la radioactivite plasmatique est preclpitable en 
presence d^acide trichloracetique. Parallelement, les LDL s'accumulent dans le foie pour atteindre au 
maximum 10 0/0 de la dose injectee. La figure 18 montre clairement que le pattern de distribution est identique 
30 pour ies deux preparations. On constate que I'incorporation n'a pas de repercussion sur I'accumulation 
hepatique et splSnique des LDL 

VI - TEST IN VITRO DE CYTOXICITE DES LDL-Cgi 
^ 1. M6thode 

Des fibrobiastes humains provenant d*une biopsle de peau sont mis en culture dans des plaques 96 puits a 
raison de 1000 celiules/puits (Jour 0). Milieu de culture : DMEM 10 0/0 s6rum de veau foetal, giutamine. 
antiblotlques. Les cellules sont maintenues dans un incubateur (5 0/0 CO2/95 0/0 air) a 37° C. Au jour 1, les 
milieux sont 6Iimln6s et remplaces par du milieu frais + agent cytotoxique k diffirente dilution. 
40 Au jour 2, les milieux sont elimines, les cellules sont lavees et r6incubees dans du milieu frais. Au Jour 5. le 
nombre de cellules vivantes est determine par le test au MTT (tetrazolium) selon ia technique de Mosmann. 
Les r6sultats sont exprim6s en logit du pourcentage en cellules survivantes par rapport aux cellules cdntrdles 
en fonction du logarithms de la concentration en agent cytotoxique (figure 19). 

45 2. Risultats 

La LD50 (dose letale pour 60 0/0 des cellules) pour les LDL-C91 sel est respectivement de 378 et 979 
ng.ml- 1 . On constate done que le C91 sous forme Incorporee dans les LDL conserve son activit§ cytotoxique. 
Dans ces conditions, des LDL natives sont sans effet sur la croissance cellulalre. 

La LD50 pour les LDL-C91 sel est respectivement de 878 et 979 ng.ml-^ On constate done que le C91 sous 
50 fonme incorpor§e dans les LDL conserve son activity cytotoxique. Dans ces conditions, des LDL natives sont 
sans effet sur la croissance cellulalre. 

VII > LES LIPOPROTEINES A FAIBLE DENSITE (LDL) COMME VECTEUR DE MEDICAMENTS DANS LE 
TRAITEMENT DE LA LEISHMANIOSE HUMAINE \ 

55 Les parasites du genre Leishmania sont transmis par une mouche (forme promasigote) et se developpent 
Chez leur hote exciusivement dans ies macrophages tissulaires sous forme d'amastigotes. Les parasites se 
multipllent au site d'Infection (Leishmaniose cutan6e : L tropica & l,. mexicana . mals peuvent 6galement 
migrer via les macrophages circulant au niveau des muqueuses faciales (Leishmaniose mucocutan6e : L 
braziliensis) ou de certains organes (Leishmaniose viscerale : L, donovani ). 

60 Les macrophages de Thote assurent le d6veloppement et la propagation des parasites. II a 6t6 montr6 par 
ailleurs que les LDL modifies sont preleves pref6rentiel!ement par les macrophages tissulaires. Les v6slcules 
lipidiques representent ainsi un vecteur potentiel de medicaments dans le tr^ement de la leishmaniose. 
Nous avons montre en utDisant le modele experimental de la leishmaniose humaine que : 

1. 1'activite de I'agent therapeutique est augment^e senslblement par son incorporation dans ies LDL 

65 modifies ; 
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2. raccumulation des LDL modifids par les macrophages est stimul6e par i'tnfection. 

1 - Modfele expferimental in vitro 

Le module in vitro utilise, consiste & ddvelopper les formes intracellulaires (amastigotes) de Leishmania 
mexicana anazonentis dans des macrophages p6r1ton6aux de sourls Balb/c inject^s initialement par les 5 
formes promastigotes. 

La culture de macrophages est obtenue k partir des cellules de la cavit6 p^iiton^e. 

Brievement, la cavit6 p§riton6ale est tav§e plusieurs fois avec du milieu RPMI 1640 contenant de la 
p§nicilline (100 U/ml) at de la streptomycine (100 ^g/ml) addltlonn6 de giutamine (2 mM) et de 20 Wo de sdmm 
de veau foetal d6compl§ment6 k la chaleur. Ce milieu constitue le milieu de culture compiet. Apr^ 10 
centrifugation de la suspension cellulaire ainsi obtenue, les cellules sont resuspendues dans le m§me milieu, 
puis incub6es 1 heure & 37''C en presence de 5 Wo CO2 dans des boftes de P6trl. Les macrophages adherents 
sont ensuite lavSs plusieurs f ols. d6tach6s de leur support puis comptds. Un volume cellulaire contenant 2,5 x 
10^ macrophages est aJout6 dans cheque puits (16 mm de dlamdtre) des boTtes de culture contenant chacun 
una lamella en venre. l-es cellules sont ainsi cultiv6es 3 Jours k QT*0. Avant d'etre utills6es, les cultures sont 15 
lav6es 2 fois pour retirer les cellules non adhdrentes. Dans ces conditions, les cultures oontiennent 1,5 & 2,0 x 
10* macrophages. 

La souche de L. mexicana amazonentis est maintenue sous fonne promastigote 6 27** C par passage 
successif dans du milieu Schneider Drosophila contenant 100 iig/ml de gentamycine, 2 mM de giutamine, 5 
p.g/ml d'h6mlne et additionn^ de 20 Wo de s6rum de veau foetal d6compl6m6nt6. 20 

line suspension de promastigotes en phase statlonnalre est a]out6e k chaque culture de macrophages 4 
raison de 4 parasites par cellule. Les cultures sont incub6es k 34,5''-35'*C (5 Wo C02-95 Wo air) pendant 7 
heures. Les cultures inf ectSes sont lav^es avec du milieu sans s6rum jusqu'& ce quMi y aJt moins de un parasite 
par 20 macrophages. Une culture (1 bofte & 4 puits) est fix6e et coior4e au May-QrQnwald Giemsa pour 
contrdler I'infection (jour 0). S'ii y a moins de 50 organlsmes Intracellulaires par 100 macrophages. I'infection 26 
est consid^r^e trop faible pour une interprdtatlon correcte des r6sultats. 24 heures aprds I'infection. le milieu 
de culture est rempiac§ par du milieu frais contenant ou non un agent thdrapeutique. Nous avons choisl 
d*utiliser le d6riv6 oi^oyt-kMoconazoie seul ou incorpor6 k des l^L natives ou ac6ty16es. Le milieu (± I'agent 
th^rapeutique) est renouvel6 au jour 3. Au jour 6, des cultures de macrophages Infectds sont flx6es, colories, 
s^chees, la lamella de verre est ensuite montSe sur une lame pour I'observation mlcroscoplque. 30 

Le nombre d 'amastigotes contenu dans 100 d 200 macrophages est d6termin6 pour chaque cutture. Le 
nombre moyen d'organismes par 100 macrophages au jour 6 dans les cultures trait^es est exprim6 en 
pourcentage du nombre moyen d'organismes par 100 macrophages dans les cultures contrdles au Jour 6 {Wo 
de survie). Les cultures contrdles oontiennent en moyenne 300 k 400 parasites par 100 macrophages : 60 0/0 
en moyenne des macrophages sont infectSs et oontiennent de 5 & 7 amastigotes. ss 

2 - R6sultats 

L*actlvit6 antileishmanique, k savoir le pourcentage dMnhibition des formes intracellulaires, du d6rtv6 
ol6oyl-f<6toconazole (CI40013 ou KOI) et de ce d6riv6 incorpor6 k des LOL natives (LDL-K01) ou ac6tyl§e 
(AcLDL-K01) est pr6sent6e dans le tableau 2. 40 

Le d6rtv6 ot6oyl kdtoconazoie pr^sente une bonne activity antileishmanique. 50 Wo d'Inhibition (ED50) sont 
obtenus k la dose de 1 ,4 ^g KOI .ml et 90 <Vb d'activit6 est observ6e k la dose de 1 1 p^/ml. Par comparalson au 
k^toconazole, I'index th6rapeutique du K01 (d^nl comme le rapport de ED50 i^^to sur ED50 KOI) est de 9 
(dose efficace pour 50 0/0 de reduction en parasite). 

Lorsque le compost est incorpord k des LDL natives, II perd toute son actlvtt6 (similaire au contrdle). 45 

Par contre, si les LDL sont modifiees, par exemple par ac^tylation, I*activlt6 th6rapeutique est maintenues et 
accrue par rapport au KOI (un facteur 1 ,6). Pr^s de 90 0/0 de la croissance des parasites est inhiia^e k la dose 
de 2 HQ KOI/ml. 

II apparart done que rincorporation d'un compost actif dans une vSsteuie lipidique pr61ev6e 
pr§f6rentiellement par les macrophages influence positivement son activity sur les Leishmanias intraceHu- so 
lalres dans le moddle experimental in vitro. 
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Tableau 2 ; Activity antileishmanigue du d^riv^ Ol^oyi- 
k^toconazole libre in Incornor^ dans des r.nr. 
natives ou ac^tyl^aa 



ConposS dose (ug/ml) Noinbre d'amastlgotes (b) Activity (c) 

(X des contrflles) inhibition) 



Contrfile 




100 (11) 


0 


KOI 


0.5 


72 (6) 


28 




1.0 


57 (3) 


43 




1.4 


SO (4) 


SO 




2.0 


44 (2) 


56 




2.5 


36 (6) 


64 




11,0 


10 (4) 


90 


LOL-KOl 


2.0 


95 (5) 


5 


AcLOL-KOl 


2.0 


10 (2) 


90 



(a) : Les composes sont incub§s k 35** en presence de macrophages Infect6s par L mexicana 
amazonentis pendant 6 jours selon la procedure decrite pr^cedemment. Le derive KOI est incorporeaux 
LDLdans le rapport molairede 225:1 etauxAcLDL dans le rapport molalrede 164:1. 

(b) : Les resultats representent le nombre de parasite par 100 macrophages et sont exprim6s en 
^ pourcentage du nombre de parasites dans les contrdles du jour 6 (o^ de survle) (moyennes ± d6viation 

standard de 4 valeurs). 

(c) L'activrt6 antileishmanlque est representee par le pourcentage d'Inhibition des parasftes. 

VIII - UTILISATION PES LIPOPRQTEINES DE DENSITE LEGERE (LDL) COMME VECTEUR D'ANTIFONGIQUE 
4Q Plusieurs especes de fungi pathogfenes pour rhomme peuvent infecter leur hote sort dans les espaces 
extraceflulaires. sort en sunrfvant et meme en se multlpliant au sein des cellules, principalement les 
phagocytes professionnels. Ces parasites intracellulaires facultatifs induisent un etat de portage chez 
I'homme donnant lieu i des episodes infectieux d repetition. Les antifongiques encapsul6s dans les LDL ou 
Ac-LDL (acdtylee) peuvent efficacement Stre utilises dans le traitement de sujets souffrant de tels 
^ microorganismes (Candida, Cryptococcus, CoccioTdes ...). Nous demontrons ci-apres leur avantage 
therapeutique tant du point de vue toxicite qu'activite, en utilisant comme derives imidazoles le k6to ol§1ciue 
(KOI) et le ketoconazole-alanlne-alanine ol§Tque (KAA01) inclus dans cfes LDL ou Ac-LDL 

1. Tests d'activite dans un modele intracellulaiYe dMnfection 

50 

1.1. Modele d'infection tntracellulaire 

La lignde continue de macrophages J77468 d'origine murine provient d'un donage de la souche J774 ATCC. 
et est cultlv§e en milieu RPMI 1640 additionne de glutamlne 2 mM, 10 o^ de serum de veau foetal 
(d6compl6ment§ 60 min. k 56**) et de 10 mM Hepes (pH 7.2). Une suspension de 5 10^ cellules/ml sont 
55 infectees avec une culture de Candida tropicalis (5 10^ levures/ml) provenant d'une culture de nuit dans de la 
casltone. Le milieu dinfection utilise est du RPMI contenant 2 <Vb de serum de veau nouveau-n6 et 10 mM 
Hepes (pH 7.2). 

Apres 3 h d'incubation ^ 37" dans un melange d'air 10 o/o CO2, la phagocytose des levures est complete. La 
suspension cellulaire macrophages-Candida est centrifugee, lavee abondamment et repartie k raison de 105 
5^ macrophages infect6s/alveole dans des bortes k 24 alv6oies contenant une lamelle de ven-e (diametre 14 mm). 
Apres 3 h de phagocytose (To), sur 100 macn^phages. 32 contlennent de 1 a 6 Candida/macrophage. 
rinfection moyenne etant de 2 Candida/macrophage. 

Toutes les levures ont et6 phagocytees sauf rares exceptions (estimation au microscope optlque apres 
coloration au May-Qrunwald Giemsa). Douze concentrations differentes des drogues de reference et des 
g5 drogues encapsuiees dans les LDL sont distribuees dans les boTles contenant les macrophages infectes. 
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L^vaiuatfon de refficaclt6 d'une drogue se fait i chaqu© concentration. Test6es apr6s 18 h dMncubatlon (37«» 
dans un melange air-10o/o CO2). les levures se multlplient d'abord au sein des cellules hdtes. puis dans le 
milieu extracellulaire, lb taux de macrophages Infect6s est alors de 75 0/0 chez les t6moins Une cellule paut 
contenir de 1 a plus de 20 Candida/cellule, la majority contient de 2 6 levures/celiule. Le milieu de culture 
contient 10^ Candida extraceliulaires/ml (comptage dans une cellule de Burker), 

ilifecras^ ^^''^''^^ "^^^ drogues en capsul6es dans les LDL et Ac-L DL sur des macrnphfl^aQ 

U senslbliltd des Candida vIs-A-via des antlfongiques d6pend fortement des conditions exp6rimentales 
aussi {•6valuation d'une drogue doit 6tre men6e dans diverses conditions. 

L'activite d'une drogue encapsu!6e ou non dans les LDL ou Ac-LDL par rapport & un antlfonglque de 
r§f6rence, le k6toconazole (K). est d6tennln6 par la concentration micromolaire en drogue r6duisant de 50 Wo 
le nombre de macrophages infect6s par les Candida ( - C150), Signaions que parafiilement h la r6duction au 
cours du traitement. du taux de cellules infect6es. le nombre de Candida par macrophage Infects dimlnue 
fortement (de 1 & 3 levures/celiule). 

1.3.R6suItats 

L'acthnt6 de KOI encapsuI6 dans des LDL ou Ac-LDL mesur6e dans un milieu contenant 2 0/0 de s6rum de 
veau foetal ou du plasma humain figure aux tableaux 3 et 4. Uactivit6 d'un autre antlfonglque KAA01 
encapsulS dans les LDL est montr^e au tableau 4. ^ ^ 

Les concentrations en drogue indiqudes sent ceUes du d§riv6 k6tocona20le encapsul6 Le rapport molaire 
6tant en g6n6ral de environ 1 entre le d6rlv6 K et rapoprot6lne B du LDL ou Ac-LDL 



10 



15 



20 



Tableau 3 : Activity du KOI encapaul6 dans les LDL ou 25 
les AcLDL sur de? macrophages infectes 
par C. tropicalls 



30 



Antlfonglque CISO qi^q 

A*^-) AF/AF encapsuU 



CISO 
K/AF 



K 52.26+38 • 1 ^ 



KOI 85.30 * 38 



I 

0,6 



LOL + KOI 131.00 +96 0,6 0,4 

LDL - KOI 1,25 t 0,47 • 68,2 41*8 ^ 

AcLDL - KOI 0,66 129,2 79^2 

so 

Le milieu de culture est RPMI + glutamlne 2 mM + Hepes 10 mM + 2 0/0 de s6rum de veau footaJ. 

SS 
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Tableau 4 : Activity du KOI et du KAA01 encapsul^ ou non 
dans des LDL sur des macrophages infectes 
par C, tropicalis en presence de plasma 
humain 



10 



IS 




Concentration 








Antlfongiqut 


plasm 


CISC 


CI50 


CI50 




(A.F.) 


hunain 
% 




AF/AF ancapsuU 


K/AF 


20 














K 


2 


15,14 




1 


25 


KOI 


2 


252 


m 


0.06 




KAA01 


2 


7,94 


m 


1.91 




LOL-KOl 


2 


0.06 


4.200 


252 


30 


LOL-KAAOl 


2 


0.10 


79.4 


151 




LOL-KOl 


10 


0,05 


5.040 


308 



2, Toxicity des antifongiques (AF) encapsules ou non dans des LDL ' 

La viabilite des macrophages J77468 cultlves dans du milieu contenant I'agent antifonglque encapsule ou 
non dans les LDL figure au Tableau 5. K et K01 sont toxiques aux concentrations n^cessaires pour r^duire de 
40 500/0 rinfection intracellulaire (C1250) contralrement au LDL-K01 pour lequel aucune toxicity n'a pu dtre 
detectee. 
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Tableau 5 



Toxicity du K, KOI et LDL-K01 pouT les ma- 
crophages J77468 



Concentration 



% dc v1abf11t« cillulalrc* 





K 


KOI 




100.00 


1.75 


38.94 




so. 00 


3.50 


71.22 




25.00 


3,16 


67,71 




12.50 


16.40 


69,47 




6.25 


50,52 


60,70 




3.13 


64,56 


67,36 




1.56 


86,67 


67,72 


m 


1.22 






95.52 


0.78 


85,16 


67,72 




0.66 




• 


98.40 


0,33 




m 


95.85 


0,16 






111.50 


0.08 


• 


m 


109,90 


0.02 


• 




112.00 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



Les conditions de culture sent d6crltes au Tableau 3. La viability cellulaire des macrophages est mesur^e 
apres 18 h de culture en pr6sence des AF par ia r6duction de sels de WtrazoHum M.T.T. en un pr6ciDit6 
formozan. 

* o^ de reduction du MTT par rapport au t6moin (100 o^) non traitd 
non ddtermin^ 

3, Actlvit6 des d6riv6s AF encapsul6s sur I'infection extracellulaire 

L'actlon des AF encapsul6s sur una infection extracellulaire peut 6tre 6valu6e de deux manl^res : d'une part 
en d6terminant ie nombre de Candida extracellulaires dans un moddle d'infectlon Intracellulalre (voir VIII § 
1 .1 .) . d'autre part en mesurant la concentration minlmaie Inhlbltrlce (CMI) de ces composes par la m6thode de 
dilutions successives dans des boiles a multipults (milieu RPMI). 

3.1. Infection extracellulaire dans un module de macrophages infect6s 
Les rdsultats figurent au Tableau 6. 
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Tableau 6 : Action des antifongiques encapsulds ou non 

dans des LDL sur 1* infection extracellulaire 
de macrophages infect^s par C> tropicalis 



Antifongique addition de ClextSO^*^ ClextSO _AF ClextSO K 

AF 



IS 



40 



45 



(AF) iiM LDL-AF 



KOI 50,12 • 0,002 

20 KAAOl 3,2 - 0.030 

LDL-KOl 0,03 1.670 3,330 

LDL-KAAOl 2.63 . U22 0.038 

25 

K Z% SVF^^^ 0,1 

KOI 8.31 . 0.012 

50 LDL-KOl 1 ' 8.3 O.l 



Les conditions experimentales sont semblables a celles decrites au Tableau 3 et dans le VIII § 1.1. 
a : ClextSO = concentration rnhibant de 500/o raccroissement de popidation de Candida dans le milieu 
exterieur 

b : P1.H. « plasma humain 
c : SVF = 5§rum de veau foetal 

3.2> CMI du LDLK01 pour Candida tropicalis et Candida albicans 
LDL-K01 et AcLDL-K01 peuvent presenter une activite superieure au K01 sur C. tropicalis et surtout sur C. 
(facteur de 1 4 6 f ois) dans un milieu de culture pourvu de serum de veau foetal. Cette activity est plus 
importante sur C. albicans en presence de plasma humain. 
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Revendications 

1. Proc6d6 d'lncorporation d'un ou plusieurs princlpes actifs lipophiles dans des lipoprotdlnes, 
caractdris§ en ce qu'il comporte les Stapes suivantes : 

(a) les Ilpoprot6lnes sont mises en pr6sence d'un d6tergent ; ^ 10 

(b) le melange obtenu est mis en presence d'un principe acttf it incorpcrer ; 

(c) le detergent est ^iiminer. 

2. Proc6d6 d'lncorporation d'un ou plusieurs principes actifs lipophiles dans des lipoprot6ines, selon la 
revendication 1 , caract^rtsd en ce qu'ii comporte les stapes successives suivantes : 

(a) les iipoprot^ines sont dissocldes en ieurs 6l6ments par mise en presence d'un detergent ; is 

(b) apres dissociation, ies 6l6ment8 obtenus k I'^tape (a) sont mis en presence du principe actif k 
incorporer ; 

(c) ies iiproprot^ines sont alors reconstitutes apr^s un 6ventuel changement ou modification de 
i'apoprottine pour incorporer le principe actif par 6iimination du d6tergent. 

3. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 ou 2, caract6ris6 en ce que ies llpoprot6ines sont des LdL 20 

4. Proc6d6 selon i'une des revendications pr6c6dentes, caract6ris§ en ce que la quantity de detergent 
mis en ]eu est comprise entre 0.001 mg et 1 mg/mg de iipoprot^ine, et la quantity de principe acttf mis en 
jeu est comprise entre 0.001 mg et 5 mg/mg de lipoprot^ine. 

5. Proc6d6 selon I'une des revendications pr6c6dentes, caract6ris6 en ce que Ies llpoprot6ines sont 

des LDL dans lesquelies TapoprotSine B est modlfi6e chimiquement. 25 

6. Proc6d6 selon I'une des revendications 145. caract§ris6 en ce que les iipoprot6lnes sont des LDL 
ac6tyl6es. 

7. Proc6d6 selon la revendication 6, caract6ris6 en ce que i'ac§tylatlon des LDL est effectu6e k i'aide 
d*anhydride ac6tique. 

8. Proc6d6 selon I'une des revendications pr6c6dentes. caract6ris6 en ce que ie detergent est choisi 30 
parmi les detergents ioniques et non ioniques. 

9. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 k 8, caract6ris6 en ce que le detergent est un sei d'un acide 
st6rolique. 

10. Proc6d§ selon i'une des revendications 149, caractdrisd en ce que le detergent est du NaDOC. 

11. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 k 10, caract6ris6 en ce que le prtndpe acttf fipophite est as 
choisi parmi les antifongiques, Ies antiparasltaires et/ou les antlbact6riens. 

12. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 k 10, caract6ris6 en ce que le principe acttf est un 
anticanc6reux. 

13. Proc6dd selon la revendication 11, caract6ris6 en ce que le principe actif est un d6riv6 du 
k6toconazole. 4^ 

14. Proc6d6 selon la revendication 12, caract6ris6 en ce que le principe actif est un d6riv6 d'alalblde de 
Vinca. 

15. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 k 14, caract6ris6 en ce qu'on greffe une chalne llpophilesur 
ie principe actif prtaiablement k son incorporation dans les llpoprotdines. 

16. Liproprot6lnes dans lesquelies ont §t6 incorpor6s un ou plusieurs principes actifs par le proc6d6 45 
selon Tune des revendications pr6c6dentes. 

17. Upoprot^lnes dans lesquetles ont 6t6 incorporSs un ou plusieurs principes actifs selon la 
revendication 16, caract6ris6es en ce qu'elies comportent en outre une apoprot6ine B ayant subl des 
modifications. 

18. Composition phanmaceutlque destines k vdhlculer au nioins un principe actif liposoluble, so 
caract6ris6e en ce qu'elle comporte des ilpoprotdlnes dans lesquelies ledit principe actif a 6t6 lncorpor6 

par le proc6d6 selon Tune des revendications pr6c6dentes. 

19. Composition selon la revendication 18, caract6ris6e en ce que le principe actif est un antlfonglque, 
un antiparasitaire et/ou un antlbact^rien. 

20. Composition seion la revendication, 18 caractdrisde en ce que le principe acttf est un anticanc^reux. ss 
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